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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Formulierungsgrundlage fur die Herstellung einer pharmazeutischen Zu- 
sammensetzung fur die intravenose Applikation eines schwerloslichen Staurosporin-Derivats, Verfahren zur Herstel- 
5 lung dieser Formulierungsgrundlage und ihre Weiterverarbeitung zu einem pharmazeutischen Praparat. 

Das Ausgangsmaterial zahlreicher Derivate, Staurosporin, wurde im Jahre 1977 aus den Kulturen von Strepto- 
myces staurosporeus AWAYA, TAKAHASHI, OMURA SP. NOV. AM 2282, vgl. S.Omura et al., J. Ant. 30, 275-281 
(1977), isoliert. Fur das Grundgerust wurde zuerst die relative Konfiguration und danach die absolute Konfiguration 
ermittelt, siehe N.Fumato et al., Tetrahedron Letters 35:8, 1251-1254 (1994). Dem besonders bevorzugten N-Benzoyl- 
10 staurosporin-Derivat, welches in der U.S.Patentschrift Nr. 5 093 330 beschrieben ist, lasst sich folgende Strukturformel 
zuordnen: 
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c 6 H s —c6 S CH a 

Staurosporin sowie seine Derivate, wie N-Benzoyl-Staurosporin, weisen eine starke Hemmung von Proteinkinase 
C auf, sie hemmen aber auch ebenso andere Proteinkinasen. Sie eignen sich therapeutisch fur verschiedene Indika- 
tionen, insbesondere als Tumorhemmer, als Antiinflammatorika, als Antibiotika, bei der Behandlung von Arterioskle- 
rose, und diversen Erkrankungen des kardiovaskularen Systems und des zentralen Nervensystems Fur Staurosporin 
und die meisten Derivate ist die geringe Wasserloslichkeit charakteristisch, was ihre Verwendung fur intravenose Dar- 
reichungsformen bisher ausserordentlich erschwert. 

Obwohl perorale Darreichungsformen, wie Tabletten Oder Kapseln, zunehmende Bedeutung erlangen, bleiben 
intravenose Darreichungsformen trotz gewisser Nachteile weiterhin relevant. Den Nachteilen, z.B. Vomahme der Ver- 
abreichung nur durch den Arzt bzw. besonders beauftragtem Hilfspersonal und Geschicklichkeitsanforderungen an 
die verabreichende Person, "psychologischen" Problemen beim Patienten und seinem Schmerzempfinden und hohem 
technischen Aufwand bei der Herstellung dieser Darreichungsformen, stehen eindeutige \forteile gegenuber. Bei di- 
rekter intravenoser Applikation eines Wirkstoffs lasst sich der Metabolismus im Gastrointestinaltrakt weitgehend um- 
gehen, dem oral applizierte Wirkstoffe stets unterworfen sind. So wird insbesondere der sogenannte "First-Pass-Effekt" 
durch die Leberpassage minimiert. Manche Wirkstoffe lassen sich ausschliesslich nur intravenos applizieren, die oral 
ungenugend resorptionsfahig waren. Andere Wirkstoffe lassen sich intravenos in einer geringer wirksamen Dosis ap- 
plizieren als fur die orale Applikation erforderlich ist. Generell steht bei lebensbedrohenden Krankheiten, wie Tumor- 
erkrankungen, die intravenose Applikation im Vordergrund, da die Problematik der Resorption durch den Gastrointe- 
stinaltrakt verbunden mit unerwunschtem Metabolismus nicht in Kauf genommen werden kann. 

Fur die wichtige Wirkstoffgruppe der Staurosporine bzw. Derivate des Staurosporins hat bisher noch keine geeig- 
nete intravenose Darreichungsform zur Verfugung gestanden. Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, 
fur Staurosporinderivate, insbesondere fur N-Benzoyl-staurosporin, eine geeignete intravenose Darreichungsform zur 
Verfugung zu stellen. 

Zahlreiche Publikationen schlagen verschiedene Moglichkeiten vor, einen schwerloslichen Wirkstoff in eine fur 
intravenose Formulierungen geeignete, loslichere Form zu uberfuhren. Dies kann beispielsweise mit Hilfe sogenannter 
Solubilisatoren, wie 1,2-Propylenglycol oder Polyethylenglycol 300-400, geschehen. Bei mangelnder Loslichkeit trotz 
Verwendung der wenigen in den nationalen Pharmakopden und ArzneibOchem zugelassenen Solubilisatoren bieten 
sich gemass Stand der Technik feindisperse Systeme auf der Basis von Lipidgemischen an. Darin ist der schwerlosliche 
Wirkstoff in Lipidpartikeln mit einer Teilchengrosse kleiner als 1 jjxn eingeschlossen und bildet mit der wassrigen Tra- 
gerflussigkeit ein kolloiddisperses oder vorzugsweise feindisperses System, das zwar keine echte molekular disperse 
Losung darstelft, aber fur eine intravenose Darreichungsform trotzdem ausreichend homogen ist. Zahlreiche Publika- 



2 



EP0 711 557 A1 



tionen schlagen die Verkapselung von schwerldslichen Wirkstoffen in Mizellen, Mischmizellen, Umkehrmizellen Oder 
unilamellaren oder multilamellaren Liposomen vor. 

In der Europaischen Patentschrift Nr. 406 162 (Weder et al.) ist ein Verfahren in einem Hochdruckhomogenisator 
zur Herstellung von Nanoemulsionen mit einer durchschnittlichen Teilchengrdsse kleiner als 200 nm der dispergierten 
Lipide und die Verwendbarkeit dieser Nanoemulsionen fur die Herstellung von intravenosen Darreichungsformen be- 
schrieben. 

Es wurde uberraschenderweise gefunden, dass das besonders schwerlosliche Staurosporin bzw. seine Derivate 
sich in Nanoemulsionen in der fur intravenose Darreichungsformen erforderlichen Homogenitat solubtlisieren lassen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Formulierungsgrundlage fur die Herstellung einer pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung fur die intravenose Applikation von Staurosporin-Derivaten enthaltend: 

a) ein in Wasser schwertdsliches Staurosporin-Derivat; 

b) mindestens ein im wesentlichen reines Phospholipid der Formel: 

1 

2 CH^O-R, 

Rs-o-ch O (1). 

3 CH— O-P-O-R3 
OH 

worin C 10 _ 20 -Acyl, R 2 Wasserstoff oder C ia _ 20 -Acyl, R 3 Wasserstoff, 2-Trimethylamino-1 -ethyl, 2-Amino- 
1 -ethyl, C^-Alkyl, C 1 _ 5 -Alkyl substituiert durch Carboxy, C 2 „ 5 -Alkyl substituiert durch Hydroxy, C 2 _ 5 -Alkyl substi- 
tuiert durch Carboxy und Hydroxy oder C 2 _ 5 -Alkyl substituiert durch Carboxy und Amino, die Inositol- oder die 
Glycerylgruppe bedeuten, oder Salze dieser Verbindungen; 

c) ein Triglycerid der Formel: 

CH 2 -0-COR t 
CH-O-COR, (M) , 
CH^O— COR3 

worin R 2 und R 3 Ce_ 24 -Acyl bedeuten; 

d) einen Partialfettsaureester des Polyoxyethylensorbitans; 

e) Wasser als Tragerflussigkeit in der fur die intravenose Applikation erforderlichen Reinheit; und gegebenenfalls 

f) fur Injektabilia geeignete wasserlosliche Hilfsstoffe. 

Die weiter vom definierte pharmazeutische Zusammensetzung zeichnet sich durch gunstige Phaseneigenschaften 
des solubilisierten Wirkstoffs aus. So ist bei vorhandener Opaleszenz und Transparenz im Gegenlicht nur an einer 
ausserst geringen milchigen Trubung zu erkennen, dass die Nanoemulsion noch physikalische Unterschiede gegen- 
uber dem Idealzustand einer echten molekularen Losung aufweist. Diese Unterschiede sind aber aufgrund der guten 
Homogenitatseigenschaften der Nanoemulsion hinnehmbar, die beispielsweise an einer uberraschend hohen Lager- 
stabilitat, z.B. keine Entmischung nach sechsmonatiger Lagerung bei 2°-8°C (durch Extrapolation zu erwartende Sta- 
bilitat langer als zwei Jahre), und uberraschend gunstigen toxikologischen Eigenschaften nachweisbar sind. So waren 
14-tagige toxikologische Untersuchungen an Ratten ohne auffalligen Befund. 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform betrifft eine Formulierungsgrundlage fur die Herstellung einer phar- 
mazeutischen Zusammensetzung enthaltend: 

a) den Wirkstoff N- Benzoyl -Staurosporin; 

b) gereinigtes Lecithin aus Sojabohnen; 

c) ein Triglycerid aus der Gruppe der Neutralole; 

d) Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonooleat; 

e) Wasser als Tragerflussigkeit in der fur die intravenose Applikation erforderlichen Reinheit; und gegebenenfalls 

f) fur Injektabilia geeignete wasserlosliche Hilfsstoffe. 

Die weiter vom und im folgenden genannten Begriffe werden im Rahmen der Beschreibung der vorliegenden 
Erfindung wie folgt definiert: 

Der Begriff Formulierungsgrundlage definiert ein Gemisch der genannten Komponenten b) bis f) ohne die Aktiv- 
substanz Staurosporinderivat - Komponente a) - . Die Formulierungsgrundlage ist als Vorstufe zur Herstellung der 
weiter vom beschriebenen intravenos applizierbaren pharmazeutischen Zusammensetzung geeignet. 
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Komponente a): Ein in Wasser schwerlosliches Staurosporinde rival ist beispielsweise in der U.S.Patentschrift 5 
093 330 beschrieben und leitet sich durch zusatzliche Substitution des treien Wasserstoffatoms am Stickstoff des N- 
Methylamino-Substituenten ab. Fur Staurosporinderivate ist die schlechte Loslichkeit in Wasser charakteristisch, was 
sie fur intravenose Darreichungsformen ungeeignet erscheinen lasst. Sobesitzt das besonders wirksame N-Benzoyl- 
staurosporin bei Raumtemperatur eine Wasserloslichkeit von weniger als 0,1 mg/l. 

Geeignete Staurosporin-Derivate sind beispielsweise N-(3-Nitrobenzoyl)-staurosporin, N-(3-Fluorbenzoyl)-stau- 
rosporin, N-Trifluoracetylstaurosporin, N-Phenylcarbamoylstaurosporin, N-(3-Carboxypropionyl)-staurosporin, N- 
Methylaminothiocarbonylstaurosporin, N-tert-Butoxycarbonylstaurosporin, N-(4-Carboxybenzoyl)-staurosporin, N- 
(3,5-Dinitrobenzoyl)-staurosporin, N-(2-Aminoacetyl)-staurosporin, N-Alanylstaurosporin sowie pharmazeutisch an- 
nehmbare Salze dieser Derivate. Besonders bevorzugt ist das N-Benzoylstaurosporin-Derivat. 

Komponente b): Die Nomenklatur der Phospholipide (I) und die Bezifferung der C-Atome erfolgt anhand der in 
Eur. J. of Biochem. 79, 11-21 (1977) -Nomenclature of Lipids" von der IUPAC-IUB Commission on Biochemical No- 
menclature (CBN) gegebenen Empfehlungen (sn-Nomenklatur, stereospecific numbering). 

R] und R 2 mitden Bedeutungen C^^-Acyl sind vorzugsweise geradkettiges C 10 ^ 20 -Alkanoyl mit einer geraden 
Anzahl an C-Atomen und geradkettiges CjQ^-Alkenoyl mrt e ' ner Doppelbindung und einer geraden Anzahl an C- 
Atomen. 

Geradkettiges C^^-Alkanoyl R 1 und R 2 mit e ' ner 9eraden Anzahl an C-Atomen sind beispielsweise n-Dodeca- 
noyl, n-Tetradecanoyl, n-Hexadecanoyl oder n-Octadecanoyl. 

Geradkettiges C 1Q _ 20 -Alkenoyl R i und R 2 mit einer Doppelbindung und einer geraden Anzahl an C-Atomen sind 
beispielsweise 6-cis- oder 6-trans-, 9-cis- oder 9-trans-Dodecenoyl, -Tetradecenoyl, -Hexadecenoyl, -Octadecenoyl 
oder -Icosenoyl, insbesondere 9-cis-Octadecenoyl (Oleoyl), femer 9, 1 2-cis-Octadecadienoyl oder 9,12,15-cis-Octa- 
decatrienoyl. 

Ein Phospholipid (I), worin R 3 2-Trimethylamino-1 -ethyl bedeutet, wird mit dem Trivialnamen Lecithin und ein Phos- 
pholipid (I), worin R 3 2-Amino-1-ethyl bedeutet, mit dem Trivialnamen Kephalin bezeichneL Geeignet sind beispiels- 
weise naturlich vorkommendes Kephalin oder Lecithin, z.B. Kephalin oder Lecithin aus Sojabohnen oder Huhnerei mit 
verschiedenen oder identischen Acylgruppen R A und R 2 , oder Mischungen davon. 

Das Phospholipid (I) kann aber auch synthetischen Ursprungs sein. Unter dem Begriff synthetisches Phospholipid 
definiert man Phospholipide, welche bezuglich und R 2 eine einheitliche Zusammensetzung haben. Solche synthe- 
tischen Phospholipide sind vorzugsweise die weiter vom definierten Lecithine und Kephaline, deren Acylgruppen R 1 
und R 2 eine definierte Struktur haben und von einer definierten Fettsaure mit einem Reinheitsgrad hoher als ca. 95% 
abgeleitet sind. R 1 und R 2 konnen gleich oder verschieden und ungesattigt oder gesattigt sein. Bevorzugt ist R t ge- 
sattigt, z.B. n-Hexadecanoyl, und R 2 ungesattigt, z.B. 9-cis-Octadecenoyl (Oleoyl). 

Der Begriff "naturlich vorkommendes" Phospholipid (I) definiert Phospholipide, welche bezuglich R^ und R 2 keine 
einheitliche Zusammensetzung haben. Solche naturlichen Phospholipide sind ebenfalls Lecithine und Kephaline, deren 
Acylgruppen R A und R 2 strukturell undefinierbar und von naturlich vorkommenden Fettsauregemischen abgeleitet sind. 

Die Forderung "im wesentlichen reines" Phospholipid (I) definiert einen Reinheitsgrad von mehr als 90%(Gew.), 
vorzugsweise mehr als 95%, des Phospholipids (I), welcher anhand geeigneter Bestimmungsmethoden, z.B. papier- 
chromatographisch, mit Dunnschichtchromatographie, mit HPLC oder enzymatischem Farbtest, nachweisbar ist. 

In einem Phospholipid (I) ist R 3 mit der Bedeutung C^-Alkyl beispielsweise Methyl oder Ethyl. Die Bedeutung 
Methyl ist bevorzugt. 

R 3 mit den Bedeutungen C 1 _ 5 -Alkyl substituiert durch Carboxy, C 2 _ 5 -Alkyl substituiert durch Hydroxy oder C 2 _ 5 - 
Alkyl substituiert durch Carboxy oder Hydroxy sind beispielsweise 2- Hydroxy ethyl, 2,3-Dihydroxy-n-propyl, Carboxy- 
methyl, 1 - oder 2-Carboxyethyl, Dicarboxy methyl, 2-Carboxy-2-hydroxy ethyl oder 3-Carboxy-2,3-dihydroxy-n-propyl. 

R 3 mit der Bedeutung C 2 _ 5 -Alkyl substituiert durch Carboxy und Amino ist z.B. 3-Amino-3-carboxy-n-propyl oder 
2-Amino-2-carboxy-n-propyl, vorzugsweise 2-Amino-2-carboxyethyl. Phospholipide (I) mit diesen Gruppen konnen in 
Salzform, z.B. als Natrium- oder Kaliumsalz, vorliegen. 

Phospholipide (I), worin R 3 die Inositol- oder die Glycerylgruppe bedeutet, sind unter den Bezeichnungen Phos- 
phatidylinositol und Phosphatidylglycerol bekannt. 

Fur die Acylreste in den Phospholipiden (I) sowie in den Triglyceriden (II) sind auch die in Klammem angegebenen 
Bezeichnungen gebrauchlich: 

9-cis-Dodecenoyl (Lauroleoyl), 9-cis-Tetradecenoyl (Myristoleoyl), 9-cis-Hexadecenoyl (Palmitoleoyl), 6-cis-Octa- 
decenoyl (Petroseloyl), 6-trans-Octadecenoyl (Petroselaidoyl), 9-cis-Octadecenoyl (Oleoyl), 9-trans-Octadecenoyl 
(Elaidoyl), 9,12-cis-Octadecadienoyl (Linoleoyl), 9,12,15-cis-Octadecatrienoyl (Linolenoyl),11-cis-Octadecenoyl (Vac- 
cenoyl), 9-cis-lcosenoyl (Gadoleoyl), 5,8,11,14-cis-Eicosatetraenoyl (Arachidonoyl), n-Dodecanoyl (Lauroyl), n-Tetra- 
decanoyl (Myristoyl), n-Hexadecanoyl (Palmitoyl), n-Octadecanoyl (Stearoyl), n-lcosanoyl (Arachidoyl), n-Docosanoyl 
(Behenoyl), n-Tetracosanoyl (Lignoceroyl). 

Ein Salz des Phospholipids(l) ist vorzugsweise pharmazeutisch annehmbar. Salze definieren sich durch die Exi- 
stenz von salzbildenden Gruppen im Substituenten R 3 sowie durch die freie Hydroxygruppe am Phosphor. Moglich ist 
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ebenfalls die Bildung von inneren Salzen. Bevorzugt sind Alkalimetallsalze, insbesondere Natriumsalze. 
In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform verwendet man gereinigtes Lecithin aus Sojabohnen. 
Komponente c): In einem als Komponente c) verwendeten Triglycerid der Formel II bedeuten R.,, R 2 und R 3 ge- 
radkettiges Cg^-Acyl mit gerader Anzahl an C-Atomen, insbesondere n-Octanoyl, n-Dodecanoyl, n-Tetradecanoyl, 

5 n-Hexadecanoyl, n-Octadecanoyl, 9-cis-Dodecenoyl, 9-cis-Tetradecenoyl, 9-cis-Hexadecenoyl, 9-cis-Octadecenoyl 
oder 9-cis-lcosenoyl. Die Bedeutungen von R v R 2 und R 3 konnen identisch Oder verschieden sein, wobei die indivi- 
duellen Gruppen R t , R 2 und R 3 selbst strukturell einheitlich definiert sind. Dies ist fur synthetische oder halbsyntheti- 
sche Triglyceride charakteristisch. R 1 , R 2 und R 3 konnen aber auch aus verschiedenen Acylgruppen unterschiedlicher 
Struktur bestehen. Dies ist fur Triglyceride naturlichen Ursprungs charakteristisch. 

10 Ein Triglycerid der Formelll ist ein halbsynthetisches oder synthetisches, im wesentlichen reines Triglycerid oder 

ein pharmazeutisch gebrauchliches Triglycerid naturlichen Ursprungs. Bevorzugt ist ein Triglycerid naturlichen Ur- 
sprungs, z.B. Erdnuss-, Sesam-, Sonnenblumen-, Oliven-, Maiskeim-, Soja-, Rizinus-, Baumwollsamen-, Raps-, Di- 
stel-, Traubenkem-, Fisch- oder Kokosol. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung verwendet 
man ein mit dem Begriff Neutralol definiertes Triglycerid mit verschiedenen Acylgruppen unterschiedlicher Struktur, z. 

15 b. ein Triglycerid der fraktionierten Kokosfettsauren C 8 -C 10 vom Typ Miglyol®, z.B. MIGLYOL 812. 

Komponente d): Der genannte Partialfettsaureester des Polyoxyethylensorbitans besteht vorzugsweise aus einem 
im wesentlichen reinen oder dem Gemisch verschiedener Ester des Sorbitans, worin die Struktur der Fettsauregruppen 
und die Lange der Polyoxyethylenketten variieren. Das Sorbitan ist vorzugsweise durch drei Polyoxyethylenketten 
verathert und durch eine Fettsauregruppe verestert. Das Sorbitan kann aber auch nur durch ein oder zwei Polyoxye- 

20 thylenketten verathert und entsprechend durch zwei oder drei Fettsauregruppen verestert sein. Insgesamt ist der Sor- 
bitangrundkorper durch mindestens zwei und maximal vier hydrophile Gruppen substitutiert, wobei unterdem Begriff 
hydrophile Gruppe die Polyoxyethylenketten und Fettsauregruppen zusammengefasst werden. 

Die Polyoxyethylenkette ist geradkettig und weist vorzugsweise 4-10, insbesondere 4-8, Ethylenoxideinheiten auf. 
Die Estergruppen am Sorbitangrundkorper sind von einer gesattigten oder ungesattigten, geradkettigen Carbonsaure 

25 und gerader Anzahl von 8-20 C-Atomen abgeleitet. Die von dieser Carbonsaure abgleitete Estergruppe ist vorzugs- 
weise geradkettig mit 12, 14, 16 und 18 C-Atomen, z.B. n-Dodecanoyl, n-Tetradecanoyl, n-Hexadecanoyl oder n- 
Octadecanoyl. Die von einer ungesattigten Carbonsaure mit gerader Anzahl von 8-20 C-Atomen abgeleitete Ester- 
gruppe ist vorzugsweise geradkettig mit 12, 14, 16 und 18 C-Atomen, z.B. Oleoyl. Die genannten Ester des Sorbitans 
erfullen die in der Britischen Pharmakopoe (spezielle Monographie) oder Ph.Helv. VI genannten Angaben. Es gelten 

30 insbesondere die von den genannten Herstellem publizierten Produktbeschreibungen mit den Angaben auf Datenblat- 
tem fur das betreffende Produkt, insbesondere Spezifikationen wie Form, Farbe, HLB-Wert, Viskositat, Steigschmelz- 
punkt und Loslichkeit. 

Geeignete Partialfettsaureester des Polyoxyethylensorbitans sind unter dem Wortzeichen Tween® der Fa.lCI kom- 
merziell erhafllich und den chemischen Bezeichnungen Polyoxyethylen-(20 oder 4)-sorbitanmonolaurat (TWEEN 20 
35 und 21), Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonopalmitat oder -monostearat (TWEEN 40 und 60), Polyoxyethylen-(4 oder 
20)-sorbitanmonostearat oder -tristearat (TWEEN 61 und 65), Polyoxyethylen-(20 oder 5)-sorbitan-monooleat 
(TWEEN 80 oder 81) oder Polyoxyethylen-(20)-sorbitantrioleat (TWEEN 85) bekannt. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung verwendet man als Komponente d) Polyoxyethy- 
len-(20)-sorbitanmonooleat (TWEEN 80). 
40 Die Komponente e), Wasser als Tragerflussigkeit in der fur die intravenose Applikation erforderlichen Reinheit, ist 

nach den Vorschriften der nationalen Pharmakopoen keim- und pyrogenfrei. 

Die Komponente f), fOr Injektabilia geeignete wasserlosliche Hilfsstoffe, ist in der pharmazeutischen Zusammen- 
setzung wahlweise vorhanden. Geeignet sind Hilfsstoffe zur Herstel lung von isotonischen Bedingungen, z.B. ionische 
Hilfsstoffe, z.B. Natriumchlorid, oder andere wasserlosliche Hilfsstoffe, z.B. Sorbitan, Mannit, Glucose, Lactose oder 
45 Fructose. 

Ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Weiterverarbeitung der Formulierungsgrundlage zur Her- 
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, welche dadurch gekennzeichnet ist, dass man eine Liposomen- 
dispersion enthaltend das Phospholipid der Formel I und gegebenenfalls wasserlosliche Hilfsstoffe herstellt, eine olige, 
homogene Mischung bestehend aus dem schwerloslichen Staurosporinderivat, dem Triglycerid der Formel II und dem 
50 Partialfettsaureester des Polyoxyethylensorbitans herstellt, die wassrige Liposomendispersion und die olige, homo- 
gene Mischung miteinander vermischt, die erhaltliche Mischung den Bedingungen der Hochdruckhomogenisation un- 
terwirft und die erhaltliche klare Dispersion folgenden Nachoperationen unterzieht: 

a) Zusatz einer weiteren Menge Wasser als Tragerflussigkeit sowie gegebenenfalls weiterer wasserloslicher Hiffs- 
55 stoffe, welche fur Injektabilia geeignet sind, Filtration und gegebenenfalls Dialyse der klaren Dispersion; oder 

P) Filtration und gegebenenfalls Dialyse und anschliessende Uberfuhrung der erhaltlichen klaren Dispersion in ein 
Trockenpraparat, gegebenenfalls unter Zusatz von wasserloslichen Hilfsstoffen, und Rekonstitution desTrocken- 
praparats zu einer injizierbaren Dispersion. 
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In einer besonders bevorzugten Verfahrensvariante stellt man eine intravenos applizierbare Nanoemulsion mit 
dem in Wasser sen we rids lichen Staurosporinderivat N-Benzoylstaurosporin her. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die fur dieses Verfahren verwendbare Formulierungsgrundlage ent- 
haltend: 

b) mindestens ein im wesentlichen reines Phospholipid der Formel: 

1 

2 CHj-O-R, 

I II 

3 CH 2 — O-P-O-R3 

OH 

worin F\ v R 2 und R 3 die genannten Bedeutungen haben, oder Salze dieser Verbindungen; 

c) ein Triglycerid der Formel: 

CH^O-COR, 
CH-O-COR, 

20 CH^O-CORj 

worin R 1t R 2 und R 3 die genannten Bedeutungen haben; 

d) einen Partialfettsaureester des Polyoxyethylensorbitans; 

e) Wasser als Tragerflussigkeit in der fur die intravenose Applikation erforderlichen Reinheit; und gegebenenfalls 
25 f) fur Injektabilia geeignete wasserldsliche Hilfsstoffe; 

Diese Formulierungsgrundlage ist sowohl fur intravenose als auch fOr solche Darreichungsformen geeignet, worin 
die Solubilisierung eines schwerloslichen Wirkstoffs erforderlich ist, z B fur Kapsetfullungen, Tropfen, Lotionen oder 
Emulsionen fur Salben, Cremes etc.. 

30 Letzteren kann man auch noch die fur diese Darreichungsformen charakteristischen weiteren Hilfsstoffe zufugen. 

Die Formulierungsgrundlage ist sowohl fur die Solubilisierung von schwerlosllichen Staurosporin-Derivaten im Sinne 
der beschriebenen Aufgabenstellung als auch fur die Solubilisierung von anderen schwerloslichen Wirkstoffen ver- 
wendbar. Die Herstellung der Formulierungsgrundlage erfolgt in analoger Weise zur Herstellung der pharmazeutischen 
Zusammensetzung. Soli die Formulierungsgrundlage isoliert werden, wird kein Wirkstoff hinzugesetzt. 

35 Besonders bevorzugt ist die Formulierungsgrundlage enthaltend: 

b) gereinigtes Lecithin aus Sojabohnen; 

c) ein Triglycerid aus der Gruppe der Neutralole; 

d) Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonooleat; 

4Q e) Wasser als Tragerflussigkeit in der fur die intravenose Applikation erforderlichen Reinheit; und gegebenenfalls 

f) fur Injektabilia geeignete wasserlosliche Hilfsstoffe. 



Die Herstellung der wassrigen Liposomendispersion enthaltend die Phospholipid komponente b) der Formel I er- 
folgt unter Anwendung eines der an sich bekannten Herstellungsverfahren von Liposomen, z.B. indem man eine wass- 
rige, grobe Dispersion enthaltend die Phospholipidkomponente b) durch intensives Schutteln mit einem Dispergator, 
z.B. mit einem Vortex-Mischer, statischen Mischem oder Dispergatoren vom Typ POLYTRON (Kinematica AG, Littau 
CH) oder Dispergatoren der Fa. EKA (DE-Staufen) homogenisiert. Dabei erfolgt die Bildung von Liposomen, welche 
gross, klein, unilamellar oder multilamellar sein konnen. Es konnen ca. 0,1 bis 50 Gewichtsprozent, bezogen auf das 
Gesamtgewicht der wassrigen Dispersion in dieser Vorstufe des Verfahrens, vorzugsweise ca. 2 bis 20 Gewichtspro- 
zent, in wassriger Phase dispergiert werden. Bei der Herstellung der Liposomendispersion ist die sogenannte Pha- 
senubergangstemperatur (gelformig/flussigkristallin) derverwendeten Phospholipide kritisch. Man dispergiert vorzugs- 
weise bei Temperaturen, worin die Phospholipide in fiussigkristallinem Zustand vorliegen, alsooberhalb der sogenann- 
ten Phasenubergangstemperatur. Besonders geeignet sind Phospholipide, die bei Raumtemperatur oder niedrigeren 
Temperaturen in fiussigkristallinem Zustand vorliegen. Gegebenenfalls stellt man die Liposomen unter Kuhlen und/oder 
Inertgasatmosphare her. 

Die Grosse und Struktur (multilamellar - unilamellar) der gebildeten Liposomen in dieser Vorstufe ist u.a. von der 
eingesetzten Menge der Phospholipidkomponente und der Wahl des betreffenden Verfahrens abhangig. Bei Schutteln 
oder Ruhren, z.B. mit konventionellen ROhrem mit Propeller oder Flugelblatt oder mit einem Magnetruhrer, erhalt man 
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Dispersionen mit einem hohen Anteil an grossen multilamellaren Liposomen. Die Erhohung der Ruhrfrequenz Oder 
der Ubergang zu Phasenmischem mit hohen Scherkraften bewirkt eine Erhohung des Anteils an kleinen, multilamel- 
laren Liposomen. Die Behandlung mit Ultraschall ergibt einen hohen Anteil an unilamellaren Lipsomen in der Disper- 
sion. 

5 Die Herstellung der oligen, homogenen Mischung bestehend aus dem Wirkstoff Staurosporin-Derivat, insbeson- 

dere N-Benzoyl-staurosporin, dem Triglycerid der Formel II unddem Partialfettsaureester des Polyoxyethylensorbitans 
erfolgt durch Vermischen der Komponenten und Schutteln Oder Ruhren, z.B. mit konventionellen Ruhrem mit Propeller 
Oder Flugelblatt oder mrt einem Magnetruhrer Oder Phasenmischem, die z.B. von der Firma Vortex im Handel erhaltlich 
sind. Diese Verfahrensvariante fuhrt zur Herstellung der wirkstoff ha It igen pharmazeutischen Zusammensetzung. Wird 
10 nur die Formulierungsgrundlage isoliert, setzt man keinen Wirkstoff hinzu. Um eine besonders homogene Mischung 
zu erhalten, ruhrt man hochtourig, z.B. mit Ruhrern der Fa. Polytron, z.B. POLYTRON PT 3000 oder DH 30/30. 

Die Weiterverarbeitung zur pharmazeutischen Zusammensetzung erfolgt durch Vermischen der wassrigen Lipo- 
somendispersion mit der oligen, homogenen Mischung (Olphase). 

Vorzugsweise vermischt man 0,05 bis 0,4 Gewichtsteile Phospholipid (I) bezogen auf 1 Gewichtsteil der Olphase. 
'5 Beim Vermischen bildet sich zunachst eine Emulsion, welche man in einem Hochdruckhomogenisator weiterbehandelt. 
Unterden Bedingungender Hochdruckhomogenisation bildet sich eine Dispersion mitphysikochemischen Eigenschaf- 
ten, die mit dem Begriff Nanoemulsion definierbar ist. Eine Nanoemulsion lasst sich als kolloid-hochdisperses Zwei- 
phasen-System auffassen. Aufgrund von Laser-Streulichtmessungen und Aufnahmen im Elektronenmikroskop sind 
die in der Dispersion vorhandenen amphiphilen Partikel von anderen Gebilden wie Flussigkristallen, Mizellen, Um- 
20 kehrmizellen oder Liposomen unterscheidbar. Fur die statistische Mehrzahl von mehr als 90%, vorzugsweise mehr als 
95%, ist eine mrttlere Parti kelgrosse kleiner als 20 nm charakteristisch. 

Als Hochdruckhomogenisator en eignen sich die im Handel ublichen Fabrikate, z.B. der Firmen Rannie (APV Rann- 
nie AS, Albertslund DK) oder Gaulin (APV Gaulin Intern. BV, Hilversum NL), insbesondere das Modell Rannie High 
Pressure Laboratory Homogeniser Mini-Lab, Typ 8.30 H. Als Druck wahlt man einen Bereich von ca. 500-1000 bar, 
25 vorzugsweise ca. 600-800 bar. Als Verfahrenstemperatur ist ebenfalls der flussigkristalline Bereich der in der Na- 
noemulsion vorhandenen Phospholipide von ca. 0° bis 40°C, insbesondere 20° bis 30°C, bevorzugt. 

Zur Charakterisierung der erhaltlichen Nanoemulsionen sind an sich bekannte Methoden geeignet, z.B. optische 
Beurteilung: schwache bis starke Opaleszenz des Praparats ist leicht erkennbar (Hinweis auf durchschnittliche Parti- 
kelgrosse kleiner als 50 nm); Laser-Lichtstreuung (Bestimmung der Partikelgrosse und Homogenitat); Elektronenmis- 
30 kroskopie (Gefrierbruch- und Negativkontrasttechnik). 



Nachoperationen: 



Der Nanoemulsion kann man die gewunschte Menge Wasser, welches in einer fur Injektionen geforderten Reinheit 
35 vorliegen muss, hinzusetzen, so dass die Nanoemulsion nach Wahl einer fur solche Dispersionen geeigneten Filtrati- 
onsmethode, z.B. stehler Gelfiltration, z.B. mit Sepharose® oder Sephacryl® (Pharmacia) als Trager, oder vorzugs- 
weise Sterilfiltration (0,2 ujti), z.B. mit PAL-Filter (Gelman) und gegebenenfalls nach Zusatz von weiteren wasserlos- 
lichen Hilfsstoffen, die fur intravenose Darreichungsformen verwendbar sind, direkt applizierbar ist. Besonders durch 
Sterilfiltration kann man alle in der Dispersion befindlichen grosseren Partikel mit einem Durchmesser grosser als ca. 
40 200 nm, sowie Schweb- und Feststoffe, uberschussige, dispergierte Lipide, welche in hochmolekularen Aggregaten 
vorliegen konnen, abtrennen und so eine Nanoemulsion mit einer Fraktion von hydrophilen Partikeln mit relativ ein- 
heitlicher Grosse herstellen. Altemativ oder zusatzlich zur Sterilfiltration kann man die Nanoemulsion zwecks Reinigung 
dialysieren und/oder ultrafiltrieren. 

Die weiter vom beschriebenen pharmazeutischen Zusammensetzungen, welche durch Weiterverarbeitung der 
45 Formulierungsgrundlage erhaltlich sind, sind als intravenos verabreichbare Arzneimittel zur Behandlung von Krank- 
heiten, die von malignem Zellwachstum verursacht werden, verwendbar. Insbesondere eignen sie sich als Tumorhem- 
mer, als Antiinflammatorika, als Antibiotika, bei der Behandlung von Arte rioskle rose, oder sind bei diversen Erkran- 
kungen des kardiovaskularen Systems und des zentralen Nervensystems therapeutisch anwendbar. 
Das folgende Beispiel illustriert die Erfindung: 

so 

Beispiel : 



a) Rezeptur fur eine Formulierung (Dosiseinheit): 



55 



1,0 mg 
5,5 mg 



N-Benzoyl-staurosporin 

Lecithin aus Sojabohnenol (LIPOID S 100) 



Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite 
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(fortgesetzt) 

11,1 mg Neutralol MIGLYOL 812 
16,6 mg PS 80: TWEEN 80. 



b) Ansatzmenge fur 5 kg-Ansatz: 



9,0 g 


N - Benzoy l-stau rosporin 


50 Og 


Lecithin aus Sojabohnenol (Lipoid S 100) 


100,0 g 


Neutralol MIGLYOL 812 


150,0g 


PS 80: TWEEN 80. 



Man stellt unter Verwendung eines RQhrers der Fa. Polytron, z.B. POLYTRON PT 3000 oder DH 30/30, eine olige, 
homogene Mischung bestehend aus N-Benzoyl-staurosporin, dem Neutralol und TWEEN 80 her. 

In einem Rundkolben wird das Lecithin aus Sojabohnenol (Lipoid S 100) vorgelegt und mit Aqua inject, vermischt. 
Man dispergiert mit einem Dispergator vom Typ POLYTRON (pH 6-8, Raumtemperatur, 10000 UpM, Endtemperatur 
25-27°C,7Min.. 

Nach Vermischen der oligen Suspension mit der wassrigen Liposomendispersion unterwirft man das Gemisch in 
einem Rannie High Pressure Laboratory Homogeniser Mini-Lab, Typ 8.30 H, der Hochdruckhomogenisation jeweils 
25 Minuten lang in drei Zyklen. Als Druck stellt man ca.600 bar ein. Als Verfahrenstemperatur wahlt man den Bereich 
von 30-33°C. Die erhaltene Nanoemulsion wird anschliessend uber 0,2 urn PAL-Filter sterilfiltriert. 



Patentanspruche 



1. Formulierungsgrundlage enthaltend: 



b) mindestens ein im wesentlichen reines Phospholipid der Formel: 

1 

2 CHf-O-R, 
fVO-CH o (I). 
3 CH 2 — O-P-O-R3 
OH 

worin C 10 _2o-Acyl, R2 Wasserstoff oder C^^-Acy!, R 3 Wasserstoff, 2-Trim ethy lam ino-1 -ethyl, 2-Amino- 
1 -ethyl, C^AIkyl, C 1 _ 5 -Alkyl substituiert durch Carboxy, C 2 _5-Alkyl substituiertdurch Hydroxy, C 2 _ 5 -Alkyl sub- 
stituiert durch Carboxy und Hydroxy oder C^-Alkyl substituiert durch Carboxy und Amino, die Inositol- oder 
die Glycerylgruppe bedeuten, oder Salze dieser Verbindungen; 

c) ein Triglycerid der Formel: 

CH^O-COR, 
CH-O-COR, ( || )( 
CH2-0-COR3 

worin R 1t R 2 und R 3 C 8 _ 24 -Acyl bedeuten; 

d) einen Partialfettsaureester des Polyoxyethylensorbitans; 

e) Wasser als Tragerflussigkeit in der fur die intravenose Applikation erforderlichen Reinheit; und gegebenen- 
falls 

f) fur Injektabilia geeignete wasserlosliche Hilfsstoffe. 



2. Formulierungsgrundlage gemass Anspruch 1 enthaltend: 



b) gereinigtes Lecithin aus Sojabohnen; 

c) ein Triglycerid aus der Gruppe der Neutralole; 

d) Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonooleat; 
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e) Wasser als Tragerflussigkeit in der fur die intravenose Applikation erforder lichen Reinheit; und gegebenen- 
falls 

f) fur Injektabilia geeignete wasserlosliche Hilfsstoffe. 

Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Formulierungsgrundlage gemass Anspruch 1 fur ein intravends 
applizierbares.schwerloslichen Staurosporin-Derivat, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Liposomendisper- 
sion enthaltend das Phospholipid der Formel I und gegebenenfalls wasserlosliche Hilfsstoffe herstellt, eine olige, 
homogene Mischung bestehend aus dem Triglycerid der Formel II und dem Partialfettsaureester des Polyoxye- 
thylensorbilans herstellt, die wassrige Liposomendispersion und die olige, homogene Mischung miteinander ver- 
mischt, die erhaltliche Mischung den Bedingungen der Hochdruckhomogenisation unterwirft, und die erhaltliche 
klare Dispersion folgenden Nachoperationen unterzieht: 

a) Zusatz einer weiteren Menge Wasser als Tragerflussigkeit sowie gegebenenfalls weiterer wasserlosliche r 
Hilfsstoffe, welche fur Injektabilia geeignet sind, Filtration und gegebenenfalls Dialyse der klaren Dispersion; 
Oder 

P) Filtration und gegebenenfalls Dialyse und anschliessende Uberf uhrung der erhaftlichen klaren Dispersion 
in ein Trockenpraparat, gegebenenfalls unter Zusatz von wasserlos lichen Hilfsstoffen, und Rekonstitution des 
Trockenpraparats zu einer injizierbaren Dispersion. 

Verfahren gemass Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Nanoemulsion mit der Formulierungs- 
grundlage herstellt. 

Das nach dem Verfahren gemass Anspruch 3 erhaltliche Konzentrat oder Trockenpraparat. 
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